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(54) Bezeichnung: VERWENDUNG EINES GEMISCHES FUR DIE HERSTELLUNG EINES MITTELS ZUR BEHANDLUNG 
VON DEFEKTEM ODER DEGENERIERTEM KNORPEL IN VIVO UND BEI DER HERSTELLUNG VON NATURLICHEM 
KNORPELERSZY IN VITRO 

(57) Abstract: A mixture of one or several substances from group A) lubricin, proteoglycan 4 (PRG4) and phospholipid (SAPL); 
with one or several substances from group B) hyaluronic acid, glycosaminoglycan and derivatives of said substances; dissolved in a 
solvent, used for the production of an agent for treating defective or degenerated cartel age in vivo. Said mixture can also be used to 
produce natural cartilage replacement in vitro. 



(57) Zusammenfassung: Ein Gemisch aus einer oder mehreren Substanzen der Gruppe A) Lubricin, Proteoglycan 4 (PRG4) und 
Phospholipid (SAPL); mit einer oder mehreren Substanzen der Gruppe B) Hyaluronsaure, Glycosaminoglycan und Derivate dieser 
Substanzen; aufgelost in einem Losungsmittel, wird fiir die Herstellung eines Mittels zur Behandlung von defektem oder degenerier- 
tern Knorpel in vivo verwendet. Dieses Gemisch kann ebenfalls fiir die Herstellung von naturlichem Knorpelersatz in vitro verwendet 
werden. 
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Verwendung eines Gemisches fur die Herstellung eines Mittels zur Behandlung 
von defektem Oder degeneriertem Knorpel in vivo und bei der Herstellung von 
naturlichem Knorpelersatz in vitro. 

Die Erfindung bezieht sich auf die Verwendung eines Gemisches fur die Herstellung 
eines Mittels zur Behandlung von defektem Oder degeneriertem Knorpel in vivo gemass 
dem Oberbegriff des Patentanspruchs 1 sowie auf die Verwendung dieses Gemisches 
bei der Herstellung von naturlichem Knorpelersatz in vitro gemass Anspruch 9. 

Permanente Schmerzen, Unbeweglichkeit und eine Beeintrachtigung des Gelenkes 
sind typische Anzeichen fur eine Verletzung des Knorpels durch einen Unfall oder 
Osteoarthrose. Der Erfolg von chirurgischen Eingriffen bei Gelenkverletzungen wie z.B. 
die Osteotomie, Verpflanzung des Perichondriums oder der Einsatz einer Arthroplastik 
ist beschrankt. In der Regel wird durch eine Operation nie die naturliche Hyalinstruktur 
eines gesunden Knorpels erreicht. 

Es wird angestrebt fur die Behandlung von Knorpeldefekten Geruste aus 
Polymerwerkstoffen zu implantieren, welche mit Chondrozyten besiedelt werden. Sie 
dienen hierbei als Tragerwerkstoff fur die Chondrozyten und sind als resorbierbarer 
oder nicht-resorbierbarer Werkstoff verfugbar. In den letzten Jahren wurden Geruste 
aus naturlichen und synthetisch resorbierbaren Tragerwerkstoffen entwickelt und 
getestet. Dabei wurde festgestellt, dass diese in vitro gezuchteten knorpelahnlichen 
Konstruktionen weder die biochemischen noch die biomechanischen Eigenschaften von 
in vivo Geweben erreichen. 

In der klinischen Behandlung von Knorpeldefekten kommen mehrere Methoden zur 
Anwendung. In der Vergangenheit wurde das beschadigte Knorpelgewebe vorwiegend 
mechanisch entfernt. Neue Behandlungsmethoden transplantieren Chondrozyten und 
Periost oder Perichondrium zur Schliessung der Lasion. 
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Die Methode der Ausfrasung wurde erstmals 1959 von Pridie beschrieben. Das 
Verfahren der abrasiven Entfernung wurde in den Achtzigerjahren entwickelt. Beide 
Methoden beruhen auf demselben Prinzip. Die defekten Knorpelstellen werden bis auf 
den blutenden Knochen abgetragen. Es wird soviel Knorpel entfernt, bis der Ubergang 
vom Knochen zum Knorpel ausschliesslich von unbeschadigtem Knorpel gebildet wird. 
Die Heilung des Knorpels wird durch die reichhaltige Nahrstoffversorgung der 
geoffneten Blutgefasse des Knochens gefordert. Zahlreiche Studien zeigen, dass das 
nachwachsende Gewebe uberwiegend aus Faserknorpel besteht und nicht aus 
hyalinem Knorpel der eigentlich zu einer dauerhaften Regeneration notwendig ware. 

Andere Verfahren bedienen sich osteochondraler Transplantate. Diese Transplantate, 
entweder als Autograph oder Allograph, werden in den Knorpeldefekt eingesetzt und im 
subchondralen Knochen verankert. Im ersten Fall (Autograph), sind Organspender und 
Wirt ein und dieselbe Person, im zweiten Fall (Allograft) sind sie unterschiedlich, jedoch 
von der selben Spezies. Mit Hilfe eines Stanzwerkzeuges werden zylindrische 
Knorpelstifte zusammen mit dem subchondralen Knochen aus der Spenderregion 
entfernt und in der Defektzone mittels einer vorgefertigten Presspassung verankert. Je 
nach Grosse der Defektzone werden ein Stift oder mehrere Stifte (-> Mosaikplastik) 
eingesetzt, urn geschadigte Oberflache zu schliessen. 

Bei der Transplantation von Chondrozyten werden Chondrozyten aus Knorpelregionen 
des Knies entfernt, die nicht so stark beansprucht werden. Die entnommenen Zellen 
werden innerhalb von 14 bis 21 Tagen in Nahrlosung vermehrt. Nach der Kultivierung 
werden die Zellen in die Region des Defektes injiziert und mit einem Stuck Periost oder 
Perichondrium abgedeckt. Nach 2 Jahren kann durch eine Biopsie gezeigt werden, 
dass sich hyaliner Knorpel gebildet hat. In einer Studie wurde das klinische Ergebnis 
von 14 aus 16 Patienten als gut bis sehr gut beschrieben. Eine Studie in Schweden mit 
400 Patienten zeigte vergteichbare Ergebnisse. 

Die Funktion von Gelenkknorpel besteht einerseits in der Aufnahme und Verteilung von 
Kraften, welche bei der Belastung des Gelenkes auftreten und anderseits in der 
Zurverfugungstellung einer schmierenden Oberflache, welche den Abrieb und die 
Degradierung des Gelenkes verhindert. Die erste Funktion wird durch eine einzigartige 
Zusammensetzung und Struktur der extrazellularen Matrix sichergestellt, die zweite 



WO 2005/084684 



3 



PCT/CH2004/000131 



Funktion hangt dagegen von einer funktionellen Interface Knorpel-Synovia ab. Gerade 
bei Patienten mit degenerativ veranderten oder anderweitig in Mitleidenschaft 
gezogenen Knorpelflachen, sind diese Funktionen gestort. 

Hier will die Erfindung Abhilfe schaffen. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
einerseits ein Mittel zur Behandlung von defektem oder degeneriertem Knorpel in vivo 
zu schaffen und anderseits eine verbesserte Herstellung von naturlichem 
Knorpelersatz in vitro, insbesondere fur Knorpeldefekte im Gelenkbereich, zur 
Verfugung zu stellen. 

Die Erfindung lost die gestellte Aufgabe mit einem Mittel, welches die Merkmale des 
Anspruchs 1 aufweist, sowie einer Verwendung dieses Mittels, welche die Merkmale 
des Anspruchs 9 aufweist. 

Als Lubricin wird das schmierende Glycoprotein-1 (LGP-1) benannt, welches aus dem 
gleichen Gen hergestellt wird wie der Megakaryocyt-Stimulierungsfaktor (MSF) durch 
alternatives Splicing. Lubricin hat ein Molekulargewicht von ungefahr 230 kDa 
(gereinigte Form in der humanen Synovial-Flussigkeit) und ist hochgradig glycosyliert. 

Als Proteoglycan 4 (PRG4) wird das Oberflachenzonenprotein (SZP) benannt, welches 
durch alternatives Splicing aus dem MSF Gen gewonnen wird. Es hat ein 
Molekulargewicht von ungefahr 340 kDa (aus humanem Gelenkknorpel) und tragt 
mehrere Oligosaccharid-Reste sowie Glycosaminoglycan-Ketten. Es hat sich gezeigt, 
dass die Verwendung von SZP und ahnlicher Substanzen (Gruppe A) im 
erfindungsgemassen Gemisch nicht nur eine starke Schmierwirkung zeigt, sondern 
auch als chondroprotektives Molekul wirkt, welches einen Schutz fur die tieferliegenden 
Knorpelzellen gewahrt. 

SZP wurde ursprunglich aus Kulturflussigkeiten von Explantaten isoliert und gereinigt, 
welche aus der Oberflachenzone von bovinem Knorpel stammten. SZP kann durch 
Chondrozyten in der Oberflachenzone synthetisiert werden, jedoch nicht aus den 
mittleren und tieferen Zonen. 
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Die Hyaluronsaure besteht aus Glucuronsaure und Actetylglucosamin, die das 
Disaccharid Hyalubironsaure aufbauen. Hyaluronsaure bildet infolge ihrer 
fadenformigen, unverzweigten Molekulstruktur hochviskose Losungen. Hyaluronsaure 
besitzt zwar keine direkten Schmiereigenschaften, doch ist sie wichtig fur das 
rheologische Verhalten der Synovial-Flussigkeit durch Einstellung eines geeigneten 
Viskositatsgrades, welcher ein Ausfliessen der Synovial-Flussigkeit wahrend der 
Belastungsphase des Gelenkes verhindert 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass eine Mischung von Lubricin (oder 
ahnlichen Substanzen gemass Gruppe A) mit Hyaluronsaure (oder ahnlichen 
Substanzen gemass Gruppe B) in einem geeigneten Losungsmittel in synergistischer 
Weise die Wirkung beider Substanzen verstarkt. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den abhangigen Anspruchen 
gekennzeichnet. 

Die durch die Erfindung erreichten Vorteile sind im wesentlichen die folgenden: 

• Bei Patienten mit Osteoarthrose kommt es durch eine verbesserte Schmierung 
zur Schmerzreduktion und zu einer Verzogerung oder gar Verhinderung einer 
weiteren Knorpeldegradation 

• Bei Patienten mit Hemiarthroplastik lasst sich durch die verbesserte Schmierung 
eine Reduktion der Knorpeldegeneration und ein verminderter Abrieb des 
Kunstgelenkes erwarten. Dadurch steigt die Lebensdauer des Implantates und 
eine Revision kann verhindert oder verzogert werden. 

• Bei Patienten mit Knorpeltrauma bzw. operativen Eingriffen werden durch die 
Schmierung die Scherkrafte an der (Schnitt)wunde reduziert, wodurch es zu 
einer besseren Heilung der beiden Gewebehalften kommt; 

• Die Schmierung von Gelenken bei Osteoarthrose, Hemiprothesen, nach 
oestochondraiem Transplantat und autologem Zelltransplantat (ACT) oder nach 
einer Meniskus-Operation. 
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Die verbesserte Schmierung wird sowohl beim natiirlichen Gelenk (insbesondere in 
Fallen von Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis) als auch beim kunstlichen Gelenk 
erreicht. Bei Huft-Totalprothese wird die Schmierung zwischen dem Polyethylen der 
Acetabulum-Komponente und dem Metall des Huftkopfes der Schaft-Komponente 
verbessert. 

Bet einer besonderen Ausfuhrungsform sind die verwendeten Phospholipide 
oberflachenaktiver Natur. Die dadurch resultierende Grenzflachenschmierung bewirkt 
eine weniger starke Knorpelschadigung im weiteren Verlauf. 

Die zu verwendende Hyaluronsaure weist zweckmassigerweise ein Molekulargewicht 
von mindestens 1x10 6 Daauf. 

Vorteilhafterweise liegt das Gewichtsverhaltnis A/B zwischen den Substanzen der 
Gruppe A [Lubricin, Proteoglycan 4 (PRG4) und Phospholipide (SAPL)] und der Gruppe 
B [Hyaluronsaure, Glycosaminoglycan und Derivate dieser Substanzen] im Bereich von 
0,05 und 0,40, vorzugsweise im Bereich von 0,08 und 0,25. 

Das zu verwendende Losungsmittel ist vorteilhafterweise eine Ringer-Losung, 
vorzugsweise eine physiologische Kochsalzlosung. 

Die Konzentration der Substanzen der Gruppe A im Losungsmittel liegt vorzugsweise 
im Bereich von 0,02 bis 0,05 Gew.-% und diejenige der Substanzen der Gruppe B im 
Bereich von 0,2 bis 0,4 Gew.-% . 

Das Gemisch aus einer oder mehreren Substanzen der Gruppe 

A) Lubricin, Proteoglycan 4 (PRG4) und Phospholipide (SAPL); 
mit einer oder mehreren Substanzen der Gruppe 

B) Hyaluronsaure, Glycosaminoglycan und Derivate dieser Substanzen; 
aufgelost in einem Losungsmittel, 

kann auch zur Herstellung von naturlichem Knorpelersatz in vitro verwendet werden. 
Ein solches Gemisch kann auch fur ein Verfahren zur Herstellung eines 
Knorpelersatzmaterial fur Knorpeldefekte im Gelenkbereich verwendet werden, wobei 
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ein offenporiger, elastischer Zelltrager-Korper in seinen Poren mit Chondrozyten 
besiedelt wird und dieses Gemisch in einem physiologisch akzeptablem Losungsmittel 
aufgelost mit den Chondrozyten in Kontakt gebracht wird. 

Bei diesem Verfahren wird das Losungsmittel vorzugsweise mit einer laminaren 
Stromung uber den Zelltrager-Korper bewegt. 

Bei einer besonderen Ausfuhrungsform dieses erfindungsgemassen Verfahrens wird 
mittels einer gelenkkugelahnlichen Vorrichtung gleichzeitig eine axiale und eine rotative 
Kraft auf den Zelltragerkorper aufgebracht. Vorzugsweise wird die Rotation der 
gelenkkugelahnlichen Vorrichtung urn zwei orthogonal zueinander stehende Achsen 
durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Massnahme liegt darin begrundet, dass bei 
entsprechender Phasenverschiebung Bewegungstrajektorien eingestellt werden 
konnen, welche denjenigen humaner Gelenke hinsichtlich Distanz, Form und 
Geschwindigkeit nahekommen. 

Die Erfindung und Weiterbildungen der Erfindung werden im folgenden anhand 
mehrerer Ausfuhrungsbeispiele noch naher erlautert. 

Beispiel 1 

4 mg Lubricin und 40 mg Hyaluronsaure wurden in 20 ml physiologischer 
Kochsalzlosung (Ringerlosung) aufgelost. Wahrend 10 Wochen wurde einmal pro 
Woche ein Volumen von 2 ml der solcherart erhaltenen Losung einem Patienten mit 
Osteoarthritis in situ in das Kniegelenk injiziert. Vor der Injektion wurde das Gelenk 
aspiriert, urn eine Verdunnung der injizierten Losung zu verhindern. 
Der damit behandelte Patient hatte weniger Schmerzen und eine bessere Beweglichkeit 
des Kniegelenkes. Eine weitere Spulung zu einem spateren Zeitpunkt zeigte eine 
deutliche Reduktion loser Knorpelteilchen im Aspirat. 

Beispiel 2 

4 mg Lubricin und 40 mg Giycosaminoglycan wurden in 20 ml physiologischer 
Kochsalzlosung (Ringerlosung) aufgelost. Wahrend 10 Wochen wurde einmal pro 
Woche ein Volumen von 1 ml der solcherart erhaltenen Losung einem Patienten mit 
Osteoarthritis in situ in das Huftgelenk injiziert. Vor der injektion wurde das Gelenk 
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aspiriert, urn eine Verdunnung der injizierten Losung zu verhindern. Der damit 
behandelte Patient hatte weniger Schmerzen und eine bessere Beweglichkeit des 
Huftgelenkes. 

Beispiel 3 

5 mg Lubricin und 40 mg Hyaluronsaure wurden in 20 ml physiologischer 
Kochsalzlosung (Ringerlosung) aufgelost. Wahrend 5 Wochen wurde einmal pro 
Woche ein Volumen von 2 ml der solcherart erhaltenen Losung einem Patienten mit 
rheumatoider Arthritis in situ in die Fingergelenke injiziert. Vor der Injektion wurden die 
Gelenke aspiriert, urn eine Verdunnung der injizierten Losung zu verhindern, Der damit 
behandelte Patient hatte weniger Schmerzen und eine bessere Funktion der Hand 
durch den gesteigerten Bewegungsumfang der Fingergelenke. 

Beispiel 4 

Nach erfolgter osteochondrale Transplantation wurden einem Patienten eine Losung mit 

6 mg Lubricin und 45 mg Hyaluronsaure in die geschlossene Gelenkkapsel injiziert. 
Das Losungsmittel bestand aus 25 ml physiologischer Kochsalzlosung (Ringerlosung), 
welchem 5% humanes Serum des gleichen Patienten beigemengt wurden. Die 
endoskopische Untersuchung nach erfolgter physiotherapeutischer Therapie des 
Gelenks zeigte eine verbesserte Heilung der Schnittflachen zwischen Wirt und 
Spendergewebe. Der Patient war schmerzfrei und konnte seinen gewohnten Tatigkeiten 
nachgehen. 

Beispiel 5 

Chondrozyten wurden von der kein Gewicht tragenden Region der einen Defekt 
aufweisenden Oberflache des Kniegelenkes isoliert und direkt in einen offenporigen, 
elastischen Zelltrager-Korper eingepflanzt. Der Zelltrager-Korper bestand aus einem 
zylindrischen, porosen, biodegradierbaren Polyurethan-Gerust mit einer zum Defekt 
identischen Grosse von 8 mm x 4 mm. Die Zelldichte betrug 25-30 x 10 6 . Der in seinen 
Poren mit Chondrozyten besiedelte Zelltrager-Korper wurde in „Dulbecco's modified 
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Eagles medium" (DMEM) kultiviert, welchem 5 % humanes Serum (des gleichen 
Patienten), eine Anzahl nicht-essentieller Aminosauren, namlich: 

L-Alanin (0.89 mg/L), L-Asparagin (1.32 mg/L), L-Asparginsaure (1.33 mg/L), L- 
Glutaminsaure (1.47 mg/L), Glycin (0.75 mg/L), L-Prolin (1.15 mg/L) und L-Serin (1.05 
mg/L), 

sowie 40 pg/ml L-Prolin beigegeben worden war. 

Zwei Tage nach erfolgter Besiedelung wurden noch 50 |jg/ml Ascorbinsaure 
hinzugefugt. Zusatzlich wurden noch unmittelbar vor Beginn der mechanischen 
Belastung 0.2 mg Lubricin und 2 mg Hyaluronan pro ml Medium hinzugefugt, von dem 
3 ml benotigt wurden. Das Medium wurde taglich ausgewechselt. Nach 6-tagiger 
Zellkultur wurde der Zelltragerkorper wie nachstehend beschrieben einer mechanischen 
Belastung ausgesetzt. 

Die mechanischer Belastung des Zelltragerkorper erfolgte in einem sogenannte 
Bioreaktor-System, bei welchem der Zelltragerkorper der Wirkung einer Kugel 
ausgesetzt wurde, so dass sowohl rotative als auch axiale Krafte auf den 
Zelltragerkorper aufgebracht werden konnte. Zweimal pro Tage wurde eine einstundige 
mechanische Belastung dieser Art auf den Zelltragerkorper ausgeubt. In einer 
Versuchsreihe wurde diese Prozedur von 3 Tagen bis 28 Tagen durchgefuhrt. 
Die erwahnte Zugabe von 0,2 mg Lubricin und 2 mg Hyaluronan resultierte in einer 
verbesserten Produktion von funktionalem knorpelahnlichem Gewebe, welches nach 
erfolgter Implantation in einen Knorpeldefekt eine verbesserte physiologische Wirkung 
zeigt und zu einer optimaleren Heilung des Knorpeldefektes fuhrte. 
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Patentanspruche 

1 . Verwendung eines Gemisches aus einer oder mehreren Substanzen der Gruppe 

A) Lubricin, Proteoglycan 4 (PRG4) und Phospholipide (SAPL); 
mit einer oder mehreren Substanzen der Gruppe 

B) Hyaluronsaure, Glycosaminoglycan und Derivate dieser Substanzen; 
aufgelost in einem Losungsmittel, 

fur die Herstellung eines Mittels zur Behandlung von defektem oder degeneriertem 
Knorpel in vivo. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Phospholipide 
oberflachenaktiver Natur sind. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Hyaluronsaure ein Molekulargewicht von mindestens 1x10 6 Da aufweist. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Gewichtsverhaltnis A/B zwischen den Substanzen der Gruppe A und der Gruppe B 
im Bereich von 0,05 und 0,40 liegt. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Gewichtsverhaltnis A/B zwischen den Substanzen der Gruppe A und der Gruppe B 
im Bereich 0,08 und 0,25 liegt. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Losungsmittel eine Ringer-Losung, vorzugsweise eine physiologische 
Kochsalzlosung ist. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Konzentration der Substanzen der Gruppe A im Losungsmittel im Bereich von 0,02 
bis 0,05 Gew.-% liegt. 
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8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Konzentration der Substanzen der Gruppe B im Losungsmittel im Bereich von 0,2 
bis 0,4 Gew.-% liegt. 

9. Verwendung eines Gemisches aus einer Oder mehreren Substanzen der Gruppe 

A) Lubricin, Proteoglycan 4 (PRG4) und Phospholipide (SAPL); 
mit einer oder mehreren Substanzen der Gruppe 

B) Hyaluronsaure, Glycosaminoglycan und Derivate dieser Substanzen; 
aufgelost in einem Losungsmittel, 

bei der Herstellung von naturlichem Knorpelersatz in vitro. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Knorpelersatzmaterials fur Knorpeldefekte im 
Gelenkbereich unter Verwendung eines Gemisches nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

ein offenporiger, elastischer Zelltrager-Korper in seinen Poren mit Chondrozyten 
besiedelt wird; und 

das Gemisch nach Anspruch 9 in einem physiologisch akzeptablem Losungsmittel 
aufgelost mit den Chondrozyten in Kontakt gebracht wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Losungsmittel mit 
einer laminaren Stromung uber den Zelltrager-Korper bewegt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass mittels einer 
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